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Riassunto  
Negli ultimi decenni, la scienza e la tecnologia degli alimenti hanno contribuito all’introduzione di nuovi 
prodotti per soddisfare le richieste nutrizionali, socio-economiche e di qualità. Con la moderna 
genetica molecolare, l’importanza industriale di Saccharomyces Cerevisiae è accresciuta 
ulteriormente. La richiesta di ceppi geneticamente modificati (GM) di S. cerevisiae per il biodiesel, 
l’industria delle bevande e del pane o per la produzione di prodotti biotecnologici (per esempio, 
enzimi, prodotti farmaceutici) continuerà a crescere in futuro. Negli ultimi anni, sono stati ottenuti 
numerosi ceppi enologici specializzati di S. cerevisiae , che presentavano diverse e nuove proprietà 
enologiche, in grado di soddisfare le richieste derivanti dalle moderne pratiche di vinificazione. La 
comprensione delle complessità del transcrittoma, proteoma e metaboloma darà un contributo 
decisivo alla conoscenza della composizione genetica dei ceppi commerciali enologici ed influenzerà il 
miglioramento genetico grazie all’ingegneria genetica. I progressi più importanti riguardanti le 
implicazioni dell’utilizzo di ceppi GM nell’industria enologica sono discussi in questo articolo. Vengono 
considerati diversi aspetti, incluse le strategie utilizzate per la costruzione di ceppi nel rispetto degli 
obblighi legislativi attuali, la valutazione dei rischi ambientali riguardanti i ceppi geneticamente 
modificati, i metodi per il rilevamento del DNA ricombinante e la proteine e le ragioni 
dell’atteggiamento negativo dei consumatori nell’utilizzo di tali ceppi. 
 
Introduzione 
L’inoculo di colture pure selezionate di lieviti nel mosto è una pratica enologica nata nel 1970, per 
produrre del vino con determinate caratteristiche organolettiche e per garantire una certa continuità 
nel corso delle successive vendemmie. Attualmente, la maggior parte della produzione di vino si basa 
sull’utilizzo dei lieviti starter che sono stati selezionati soprattutto per la loro capacità fermentativa.  
Indagini biogeografiche estensive effettuate nel corso di molti anni e la valutazione della flora 
fermentante di una determinata regione viticola sono stati i punti di partenza per la selezione dei ceppi 
di lieviti e per i programmi di miglioramento. Comunque, è altamente improbabile di trovare in natura 
ceppi di lieviti che posseggono la combinazione ideale di caratteristiche enologiche. Negli anni 
seguenti alla pubblicazione della sequenza del genoma di Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al. 
1996), nuovi strumenti genetici hanno consentito la costruzione di ceppi di lieviti geneticamente 
modificati. Attualmente, numerosi laboratori di ricerca di tutto il mondo hanno ottenuto ceppi in grado 
di migliorare per esempio la performance della fermentazione, l’efficienza e la qualità organolettica del 
vino. E’ stato attentamente valutato il loro comportamento in condizioni enologiche. L’introduzione 
futura di lieviti GM richiede anche, in accordo con le leggi attuali, una valutazione dettagliata sulla 
sicurezza e sull’impatto ambientale e probabilmente i ceppi ottenuti con il self-cloning, usando 
materiale genetico derivante dall’ospite, verranno approvati. Comunque , gli atteggiamenti critici dei 
consumatori riguardo l’uso di lieviti GM per la produzione del vino non sono cambiati negli ultimi 10 
anni e questa è la ragione principale per cui nell’industria enologica non si usano ceppi ricombinanti.  
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Questo lavoro fa un’analisi globale dei progressi recenti riguardanti le implicazioni dell’uso di ceppi 
GM nell’industria enologica. Abbiamo considerato diversi aspetti, quali le strategie usate per la 
costruzione di ceppi nel rispetto delle leggi in vigore, la valutazione dei rischi ambientali riguardanti il 
rilascio di ceppi GM, i metodi più importanti per il rilevamento del DNA ricombinante e delle proteine, e 
le ragioni che sono alla base dell’atteggiamento critico dei consumatori nei confronti dell’uso dei ceppi 
GM. 
 
Selezione dei ceppi di lieviti commerciali 
Recenti scoperte hanno mostrato che i residui contenuti all’interno di una delle prime giare di vino 
rinvenute in Egitto contenevano DNA ribosomiale di S. cerevisiae, indicando che sin dal 3150 a.C. 
questo lievito è il responsabile della fermentazione del vino (Cavalieri et al. 2003). La selezione nel 
corso di millenni può aver creato caratteristiche enologiche interessanti, che però non erano molto 
diffuse, né si trovavano combinate in un unico ceppo. La selezione clonale di ceppi  selvatici di 
Saccharomyces isolati in natura derivanti da aree viticole di interesse è sempre il punto di partenza 
per un programma di selezione. I lieviti starter selezionati sono attualmente molto diffusi poiché 
presentano ottime caratteristiche fermentative ed enologiche, contribuendo così sia ad una 
standardizzazione del processo fermentativo che alla qualità del vino.  Attualmente, sono disponibili 
circa 150 diversi ceppi di lieviti, rappresentati principalmente da S. cerevisiae. Considerando la 
tendenza attuale nella produzione di vini di alta qualità e con proprietà particolari, occorre soddisfare 
la richiesta degli enologi per “lieviti speciali per caratteristiche particolari” (Mannazzu et al. 2002; 
Pretorius 2000; Romano et al. 2003b). 
La definizione di un’adeguata strategia di selezione deve sempre dipendere dai tratti che un lievito 
dovrebbe contenere e dal numero di ceppi da controllare. I composti sintetizzati possono variare da 
ceppo a ceppo, in particolare tra diverse specie di lieviti. Vennero valutate numerose caratteristiche 
enologiche (tabella 1). I dati di tipo tecnologico possono essere ottenuti monitorando l’andamento 
della fermentazione e i tratti quantitativi sono determinati con analisi chimica alla fine della 
fermentazione. 
La scoperta di ceppi che posseggono la combinazione ideale di caratteristiche enologiche è altamente 
improbabile ; quindi la selezione dei ceppi  venne estesa ai lieviti non-Saccharomyces, per esempio 
Candida, Kloeckera, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Pichia, Metschnikowia, 
Schizosaccharomyces, Saccharomycodes o Rhodotorula. Sebbene le specie non-Saccharomyces 
non siano competitive alle condizioni enologiche soprattutto perché non hanno un’elevata energia di 
fermentazione e posseggono una minore resistenza allo stress rispetto a S. cerevisiae, l’utilizzo di 
miscele di colture starter o le fermentazioni successive (per esempio Candida canterellii /S. 
cerevisiae) hanno avuto successo per guidare le fermentazioni verso la produzione di glicerolo e di 
minor acido acetico (Toro and Vazquez 2002). I lieviti Torulaspora delbrueckii e Candida stellata sono 
considerati positivamente per il loro contributo di caratteristiche organolettiche positive, mentre i lieviti 
apiculati come Kloeckera apiculata hanno un’influenza negativa sulla qualità del vino dovuta alla 
formazione di acido acetico e etil acetato associati alla bassa produzione di etanolo (Ciani e 
Maccarelli 1998). 
Numerosissime studi riportano l’influenza benefica e dannosa dei lieviti non-Saccharomyces sui 
composti volatili nel mosto cambiando le varietà di uva (Ciani and Maccarelli 1998; Clemente-Jimenez 
et al. 2004; Granchi et al. 2002; Mingorance-Cazorla et al. 2003; Plata et al. 2003; Romano et al. 
2003c) e si trovarono notevoli differenze anche nell’ambito di ceppi commerciali o autoctoni di S. 
cerevisiae (Patel and Shibamoto 2003; Romano et al. 2003a; Steger and Lambrechts 2000). 
I ceppi non-Saccharomyces  producono e rilasciano numerosi enzimi, come la pectinasi (che aumenta 
l’estrazione del succo, migliora la chiarifica e facilita la filtrazione), le β-glicosidasi (che idrolizzano i 
precursori non volatili glicosidici aromatici dell’uva) , le proteasi ( che migliorano la chiarifica), le 
esterasi (che contribuiscono alla formazione dell’aroma) o le lipasi (che degradano i lipidi dell’uva o 
derivanti dalle reazioni di autolisi dei lieviti), che interagendo con i composti precursori presenti 
nell’uva contribuiscono a estrarre l’aroma varietale e a migliorare la vinificazione (Esteve-Zarzoso et 
al. 1998; Fernandez et al. 2000; Fleet and Heard 1993; Otero et al. 2003). S. cerevisiae non produce 
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molti enzimi nel corso della vinificazione; il proprio contributo è limitato alla produzione della β-
glicosidasi (Restuccia et al. 2002; Rodriguez et al. 2004). I lieviti non-Saccharomyces  sono disponibili 
commercialmente, per esempio le cellule immobilizzate di Schizosaccharomyces pombe (ProMalic, 
commercializzato da PROENOL) per la disacidificazione del mosto ottenuta dalla metabolizzazione 
dell’acido malico (Silva et al. 2003). 
 
L’ingegneria genetica applicata ai ceppi di S. cerevisiae 
Le esigenze in continua evoluzione delle pratiche legate alla vinificazione determinano una richiesta 
crescente di ceppi specializzati di S. cerevisiae con un’ampia gamma di proprietà ottimali e innovative. 
Il miglioramento genetico di ceppi industriali tramite l’ingegneria genetica classica (per esempio, la 
mutagenesi o la fusione di protoplasti) ha lasciato il passo negli ultimi 20 anni alle tecnologie del DNA 
ricombinante. 
La pubblicazione del genoma completo di S. cerevisiae (Goffeau et al. 1996), unitamente alle 
tecnologie del DNA ricombinante, hanno dato un notevole impulso alla genetica molecolare, alla 
fisiologia e biotecnologia e ha reso possibile la costruzione di ceppi commerciali specializzati, 
principalmente tramite l’espressione di geni eterologhi o tramite il dosaggio di geni alterati 
(overespressione o delezione) . 
Gli obbiettivi più importanti del miglioramento dei ceppi  riguardano il miglioramento della tecnologia e 
della qualità della vinificazione, come per esempio un buon andamento della fermentazione, una 
maggiore tolleranza all’etanolo, una migliore utilizzazione degli zuccheri ed assimilazione dell’azoto e 
il miglioramento delle caratteristiche organolettiche (Blondin and Dequin 1998; Dequin 2001; Dequin 
et al. 2003; Pretorius 2000; Pretorius and Bauer 2002; Pretorius et al. 2003) (Tabella 2). 
In genere, il materiale genetico utilizzato per la costruzione di microorganismi coinvolti nella 
fermentazione di alimenti dovrebbe provenire dalle stesse specie (self-cloning) o organismi GRAS 
(generalmente considerati sicuri) aventi alle spalle una storia di utilizzo sicuro, mentre occorre evitare 
l’uso delle sequenze di DNA derivanti da specie tassonomicamente vicine ma imparentate a specie 
patogene. In molti casi è stata usata l’espressione di geni eterologhi, dato che i geni di interesse erano 
isolati per esempio da Lactobacillus casei (LDH), Lactobacillus plantarum (pdc), Bacillus subtilis 
(padc), Pediococcus acidilactici (pedA), Schizosaccharomyces pombe (mae1 e mae2), il pioppo ibrido 
(4CL216), vite (vst1), Aspergillus sp. (egl1, abfB, xlnA, rhaA) o Fusarium solani (pelA), e altri, come 
ATF1, GPD1 o PGU1 derivati da S. cerevisiae (Tabella 2). 
Nella maggior parte dei casi, abbiamo usato forti promotori e terminatori, che provenivano sia da 
enzimi glicolitici che sono costitutivi in condizioni fermentative (ADH1, ADH2, PGK) sia dal gene 
dell’actina (ACT). I lieviti industriali in genere non hanno marcatori auxotrofici (LEU2, URA2), quindi 
abbiamo usato il gene della resistenza alla cicloeximide CYH2 o i marker eterologhi della resistenza 
alla fleomicina o alla geneticina  ble (Tn5) o G418 (Tn903) . Non è consigliabile costruire ceppi 
industriali con vettori portanti copie multiple delle sequenze di interesse  portatrici della resistenza alla 
ampicillina di Escherichia coli  e marker della resistenza a sostanze medicinali, perché la possibilità 
del trasferimento del DNA alla microflora dell’intestino è possibile, anche se remota. Per i ceppi 
enologici di lieviti questo non dovrebbe essere rilevante, perché le cellule sono rimosse alla fine della 
fermentazione. I geni dei plasmidi dovrebbero essere integrati, dato che gli elementi inseriti devono 
essere stabili nell’organismo costruito; abbiamo usato questi metodi in pochi casi (Lilly et al. 2000; 
Malherbe et al. 2003; Volschenk et al. 2001). L’interruzione genica simultanea all’inserzione di marker 
auxotrofici porta all’ottenimento di una linea self-cloning (ILSI 1999), come è avvenuto con il gene 
GPD  (Michnick et al. 1997), (ILSI 1999) è un approccio meno problematico per quanto riguarda la 
valutazione dell’accettabilità. La secrezione di proteine extracellulari, come la pediocina o la glucosio 
ossidasi  veniva controllata dal segnale della secrezione del fattore α del feromone 
dell’accoppiamento (MFa1s) (Malherbe et al. 2003; Schoeman et al. 1999). 
Le modificazioni introdotte non dovrebbero cambiare le caratteristiche essenziali dell’ospite nel 
processo fermentativo. Nella maggior parte delle modificazioni genetiche, mostrammo che a parte il 
cambiamento metabolico introdotto, non c’erano differenze significative a livello delle caratteristiche 
enologiche tra i vini prodotti con ceppi commerciali e i ceppi modificati corrispondenti. 
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Al contrario, la maggiore produzione di glicerolo dovuta alla modulazione dell’espressione di GPD  
portò a una minore produzione di etanolo (calo di 1%, v/v) e all’accumulo di prodotti intermedi come il 
piruvato, l’acetato, l’acetoino e il 2,3-butandiolo, come conseguenza del cambiamento del flusso del 
carbonio (Michnick et al. 1997). La delezione del ALD6 causò una minore produzione di acido acetico 
(dal 40 al 70% in meno) e indirizzò il flusso del carbonio verso il glicerolo, il succinato e il butandiolo 
(Remize et al. 2000). Si notò anche che l’acidificazione del mosto dovuta alla overespressione del 
LDH e la conseguente produzione di acido lattico L(+) dipende sia dal genoma di  S. cerevisiae che 
dalla varietà di uva (Dequin et al. 1999). 
I vini che contenevano l’ 1.8–2.0% in meno di alcol derivavano da ceppi che presentavano una 
overespressione della glucosio ossidasi, poiché questo enzima produceva anche l’ L-glucono-δ-
lattone e l’acido gluconico dal glucosio (Malherbe et al. 2003). 
Recentemente, un ceppo di lieviti del sakè è stato approvato come lievito self-cloning dal governo 
giapponese e non viene considerato lievito GM (Akada 2002). Una sostituzione genica attraverso un 
doppio passaggio venne usata per la costruzione di un ceppo privo di sequenze marker batteriche e 
resistenti a medicinali. Una mutazione puntiforme (Gly1250Ser) della sintetasi degli acidi grassi dei 
lieviti FAS2 conferisce resistenza alla cerulenina ed è associata ad una maggiore produzione dell’etil 
caproato nel sakè giapponese. Venne usato un nuovo marker per la contro-selezione, costituito da un 
promotore per l’overespressione inducibile dal galattosio e dalla sequenza inibitrice della crescita 
(GALp–GIN11). Le cellule con il marker non crescono sul galattosio a causa dell’effetto inibitorio sulla 
crescita mediato dall’overespressione del GIN11. Un plasmide contenente il gene mutato FAS2, un 
marker resistente a sostanze medicinali e il marker per la contro-selezione venne integrato nel loco 
originale FAS2 , e la perdita della sequenze del plasmide permise la crescita sul galattosio , che è 
possibile grazie alla perdita del GALp–GIN11. I ceppi contro-selezionati contenevano sia l’allele 
originale che quello mutato FAS2, ma non le sequenze plasmidiche e la differenza risultante tra il 
mutante e il ceppo originario era una sola base (Akada et al. 1999; Aritomi et al. 2004). 
Questo tipo di contro-selezione può essere usata per l’introduzione di geni multipli, ad esempio per 
operare sulle vie metaboliche. Altre strategie, per esempio la mutagenesi sito-diretta del gene della 
solfito reduttasi MET10, vennero usate per costruire un lievito che producesse una minore quantità di 
solfito di idrogeno (Sutherland et al. 2003). L’allele LEU4-1conferisce resistenza alla 5,5,5-trifluoro-DL-
leucina e i ceppi corrispondenti producono il doppio della quantità di alcol isoamilco in fermentazioni di 
laboratorio rispetto ai ceppi originari (Bendoni et al. 1999). 
Il genoma di S. cerevisiae è stato il primo genoma eucariotico ad essere sequenziato e  probabilmente 
sarà il primo organismo il cui trascrittoma, proteoma e  metaboloma saranno capiti. Dato che molti 
tratti fisiologici sono la conseguenza di una complicata regolazione multigene, la comprensione del 
modo in cui i geni sono espressi nel corso della fermentazione darà un contributo alla conoscenza 
della genetica dei lieviti commerciali ed influirà sul miglioramento dei lieviti tramite l’ingegneria 
genetica. Lo stesso tipo di approccio è il più appropriato per mostrare che le modifiche introdotte non 
sono associate a effetti collaterali negativi, come la produzione di sostanze tossiche.  
In futuro ceppi specifici potrebbero servire da riserva di geni naturali per i programmi di miglioramento, 
poiché collegare i fenotipi osservati ad un’analisi di espressione globale fornisce ulteriori informazioni 
che potrebbero essere utili per la costruzione di ceppi di lieviti self-cloning. I geni potrebbero essere 
separati dai loro sistemi di controllo di regolazione e indotti solo in condizioni particolari di 
fermentazione. Simili ceppi di S. cerevisiae  potrebbero ad esempio essere ceppi che posseggono 
l’attività β-glicosidasi (Rodriguez et al. 2004) o la capacità di ridurre la concentrazione di rame nel 
mosto per mezzo di un maggiore accumulo intracellulare (Brandolini et al. 2002), ceppi privi 
dell’attività solfito reduttasi (Mendes-Ferreira et al. 2002; Spiropoulos et al. 2000), o ceppi che 
producono basse quantità di acido acetico (Romano et al. 2003a). 
 
Regolamenti riguardanti gli organismi geneticamente modificati per uso alimentare 
Nel maggio 1997, divenne operativo il regolamento europeo EC258/97 sugli alimenti nuovi e gli 
ingredienti nuovi (EC1997) ed include gli alimenti e gli ingredienti contenenti o costituiti da organismi 
geneticamente modificati (OGM) o prodotti da organismi geneticamente modificati, anche se non sono 
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presenti direttamente nel cibo. La sicurezza di un alimento derivante da un organismo geneticamente 
modificato doveva essere paragonata con l’alimento più simile che avesse una storia di utilizzo sicuro. 
Questo significa che, se un cibo derivante da un OGM è sostanzialmente equivalente all’originario, 
esso è altrettanto sicuro rispetto all’alimento corrispondente convenzionale e dovrebbe essere 
considerato come tale, mentre eventuali differenze devono essere analizzate dal punto di vista 
tossicologico, analitico e nutrizionale.  
La conoscenza dettagliata sia delle caratteristiche generali che della genetica degli organismi, la fonte 
dei geni trasferiti e la funzione dei geni modificati è essenziale per questa valutazione. Considerando 
che il risultato finale di una modificazione genetica è basato su processi che sono controllati da 
numerosi geni e la funzione di molti geni è ancora poco conosciuta, si stanno valutando metodi per 
l’identificazione e la caratterizzazione di effetti non voluti su scala genomica, proteomica e 
metabolomica per un uso di routine (Corpillo et al. 2004; Kuiper and Kleter 2003; Kuiper et al. 2002). 
La” Novel Food Regulation” è stata di recentemente emendata da tre nuovi regolamenti riguardanti 
organismi geneticamente modificati  EC1829/2003 (EC 2003a), 1830/2003 (EC 2003b) e 65/2004 (EC 
2004), che definiscono le procedure per l’autorizzazione, l’etichettatura e la rintracciabilità. Il 
regolamento 1829/2003 descrive le informazioni da dare a coloro che intendono porre un prodotto sul 
mercato. Il richiedente deve dimostrare che (1) il cibo non ha effetti negativi sulla salute umana e degli 
animali e sull’ambiente, (2) non inganna il consumatore e (3) che la differenza con il cibo che verrebbe 
sostituito non è tale da rappresentare uno svantaggio nutrizionale per il consumatore. Tali prodotti 
devono essere controllati  prima di essere messi sul mercato, redigendo anche un dossier tecnico che 
fornisce informazioni dettagliate sui risultati delle ricerche per valutare l’impatto degli OGM sulla salute 
umana e sull’ambiente. Ciò viene definito nell’Allegato III della Direttiva 2001/18/EC (EC 2001) 
riguardante il rilascio nell’ambiente di organismi geneticamente modificati  da porre sul mercato o per 
qualsiasi altro proposito, che riprendeva il precedente Council Directive 90/220/EC (EC 1990). Dato 
che l’immissione di un prodotto sul mercato equivale all’immissione dello stesso nell’ambiente, occorre 
effettuare anche una valutazione di rischio ambientale in accordo con l’Allegato II della Direttiva 
2001/18/EC (EC 2002). Il prodotto viene quindi sottoposto alla procedura di approvazione da parte 
della European Food Safety Agency (EFSA) in Bruxelles, della Commissione Europea e degli stati 
membri. L’etichettatura è obbligatoria, anche se il DNA ricombinante o la proteina corrispondente non 
sono presenti nel prodotto finale. Gli alimenti che contengono OGM devono riportare in etichetta 
“geneticamente modificati” o “prodotti da geneticamente modificati (nome dell’ingrediente)”. 
L’etichettatura non è richiesta per quei cibi che contengono tracce di OGM, che sono tecnicamente 
inevitabili, in una percentuale minore della soglia del 0.9% degli ingredienti del cibo (relazione tra 
ingrediente ricombinante e non ricombinante). Mentre la Novel Food Regulation era basata sul 
principio di evidenza, con un’etichettatura obbligatoria per i cibi contenenti più dell’1% di OGM, il 
regolamento EC1829/2003 si basa sul principio di utilizzo, rendendo obbligatoria la dichiarazione 
dell’uso di OGM nella produzione del cibo, ma la dichiarazione non si basa sulla rilevazione del DNA 
ricombinante o proteine nel prodotto finale. 
In base ai Regolamenti N. 1830/2003 (EC 2003b) e 65/2004 (EC 2004), gli OGM e i prodotti derivati 
devono essere rintracciabili nel corso di tutti gli stadi, dalla produzione all’immissione sul mercato, per 
facilitare un eventuale ritiro dei prodotti, se questo fosse necessario. 
I regolamenti americani non prevedono l’etichettatura obbligatoria degli OGM, perché non sono 
considerati diversi dagli altri cibi in modo significativo o comunque non danno maggiori problemi di 
sicurezza rispetto ai cibi derivanti dagli incroci tradizionali (Federal Register of May 29, 1992 57 FR 
22984). La FDA utilizza il termine “cibo bioingegnerizzato” per indicare quei prodotti derivati dalla 
tecnologia GM. (Federal Register of May 29, 1992 57 FR 22984). 
E’ richiesta la valutazione e l’approvazione prima della vendita, quando il gene introdotto codifica un 
prodotto che non è stato mai contenuto in nessun altro cibo, come ad esempio i nuovi agenti 
dolcificanti. Le norme di etichettatura degli alimenti in generale si applicano anche agli alimenti che 
provengono dall’applicazione di biotecnologie. Un’etichetta deve “rivelare tutti i fatti materiali” di un 
cibo, per esempio se il cibo bioingegnerizzato è significativamente diverso dal suo corrispondente 
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naturale, se ha proprietà nutrizionali significativamente diverse, o se è presente un potenziale 
allergene.  
I vini prodotti con i lieviti GM dovrebbero essere considerati sostanzialmente equivalenti ai vini 
“tradizionali”. I composti come il glicerolo, l’acido malico e lattico sono sostanze naturali e il loro 
contenuto nel vino verrebbe semplicemente reso ottimale dal punto di vista delle proprietà 
organolettiche. Inoltre, l’utilizzo di ceppi di che esprimono gli enzimi pectolitici comporta una 
vinificazione più economica e più facile senza alterare le caratteristiche del prodotto finale, poiché 
l’aggiunta di enzimi commerciali è una normale pratica enologica. Comunque occorre valutare 
attentamente caso per caso. 
 
La valutazione dei rischi ambientali derivanti dall’uso di lieviti geneticamente modificati 
L’utilizzo futuro di lieviti geneticamente modificati dipenderà dalla possibilità di valutare i rischi 
potenziali associati alla loro introduzione nell’ecosistema.  
Il controllo della diffusione dei ceppi industriali nei vigneti vicini alle cantine dove tali ceppi sono stati 
usati nel corso degli ultimi 5-10 anni è stato usato come modello sperimentale per giudicare il destino 
dei lieviti geneticamente modificati nell’ambiente naturale. Questi studi, effettuati nel corso di un 
periodo di 3 anni in alcuni vigneti situati nel Portogallo del nord e nel sud della Francia , hanno rivelato 
che la diffusione dei lieviti commerciali è limitata a distanze e a periodi limitati ed è favorita dalla 
presenza di rigagnoli di acqua. In campioni presi a distanze dalle cantine superiori a 100 metri, meno 
del 2% della microflora aveva un profilo genetico identico a quello dei lieviti commerciali. Nei campioni 
prelevati in prossimità delle cantine e di rigagnoli d’acqua, la percentuale di lieviti commerciali era del 
10-43%. La maggior parte (94%) dei lieviti commerciali furono trovati ad una distanza compresa tra i 
10 e i 200 metri dalla cantina.  
I lieviti commerciali, nonostante il loro utilizzo intensivo annuale, non riescono a crescere bene nei 
vigneti e non sono predominanti sulla flora indigena, essendo la loro presenza nei vigneti 
caratterizzata da fluttuazioni naturali di comparsa e scomparsa periodica (Valero, comunicazione 
personale). 
E’ stato valutato il comportamento dei lieviti geneticamente modificati all’interno delle popolazioni 
microbiche di una determinata cantina e di un vigneto in serra. Dal lievito commerciale VIN13, 
vennero costruiti diversi ceppi geneticamente modificati che contenevano geni eterologhi che 
codificavano l’α-amilasi (LKA1), l’endo-β-1,4-glucanasi (end1), la xilanasi (XYN4) o la pectato liasi 
(peh1) sotto il controllo di forti promotori e terminatori e usando marker della resistenza kanMX o 
SMR-410. Dopo un’iniziale caratterizzazione della flora di lieviti autoctoni di un nuovo impianto di 
vigneto in serra, le piante di quattro blocchi (ognuno dei quali era composto da 20 piante) venivano 
irrorate con sospensioni di lieviti contenenti 2.5×106 CFU/ml in base ad uno schema 
precedentemente definito. Benché la concentrazione iniziale di cellule fosse molto alta, solo pochi 
ceppi di S. cerevisiae furono isolati nel corso dei controlli settimanali delle popolazioni di lieviti sull’uva, 
sulle foglie, sui tralci e sul suolo. I risultati (1) non hanno evidenziato una differenza significativa tra la 
presenza dei lieviti modificati e la presenza di lieviti commerciali parentali, anche per quei lieviti GM 
che si pensava avessero un vantaggio selettivo nei confronti dei ceppi parentali (secernevano 
glucanasi e pectinasi) dimostrando che quelle modifiche non conferivano alcun vantaggio di 
adattamento; (2) la popolazione in generale sulle piante irrorate era molto simile a quella delle viti non 
trattate, concludendo quindi che l’equilibrio ecologico della flora di un vigneto in un sistema confinato 
non è influenzato né dai lieviti commerciali né dai lieviti GM; (3) non vennero rilevate differenze 
significative tra i ceppi coinvolti nella fermentazione di micro-vinificazioni spontanee (Bauer et al. 
2003). 
Il trasferimento orizzontale di DNA può avvenire tra le specie di lieviti, generando ibridi che 
possiedono entrambi i corredi cromosomici parentali (Marinoni et al. 1999). Si osservò la 
trasformazione naturale del lievito del pane con il DNA plasmidico in condizioni non artificiali di 
deperimento, quando le cellule non in fase di crescita metabolizzano gli zuccheri in assenza di altri 
nutrienti. Questo meccanismo è stato valutato come un meccanismo evolutivo che contribuisce alla 
diversità genetica, essendo uno scenario possibile negli ambienti naturali (Nevoigt et al. 2000). Al 
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momento, si stanno svolgendo degli studi per valutare la somiglianza tra il trasferimento orizzontale e 
verticale di geni tra ceppi commerciali modificati alle condizioni di vinificazione (Bauer et al. 2003). 
Un altro obbiettivo, ugualmente importante per la valutazione della sicurezza dell’uso dei lieviti GM 
nella produzione del vino, è la valutazione del rilascio potenziale e della stabilità del DNA ricombinante 
e della proteina corrispondente nel corso della fermentazione alcolica e della maturazione del vino sui 
lieviti. L’autolisi delle cellule dei lieviti è caratterizzata dalla perdita della permeabilità della membrana, 
l’idrolisi di macromolecole cellulari come il DNA e le proteine, seguito dalla diffusione di questi 
composti nell’ambiente. Gli esperimenti di autolisi vennero condotti  in mezzi di coltura di laboratorio e 
mostrarono che l’incubazione a 40°C per 10-14 giorni ad un pH tra 4.0–7.0 portava ad una 
degradazione del 55% del DNA totale, associata ad una perdita di deossiribonucleotidi e di pochi 
polinucleotidi nell’ambiente extracellulare (Zhao and Fleet 2003). 
 
Metodi per il rilevamento del DNA geneticamente modificato o delle proteine 
Nei vini sperimentali prodotti con lieviti GM, non sono ancora disponibili dati sulla presenza o sulla 
concentrazione delle cellule ricombinanti, DNA o proteine. E’ stato stimato che il numero di cellule 
ricombinanti per bottiglia sia piuttosto basso (da 1 a 10 cellule), dato che vengono rimosse con la 
filtrazione o inattivate con trattamenti termici. Questo implica che si debbano utilizzare tecniche molto 
sensibili per individuare il DNA ricombinante nel corso della vinificazione o nel prodotto finale. In base 
ai recenti Regolamenti Europei N. 1829/2003 e 1830/2003, sono necessari metodi analitici affidabili e 
precisi per quei cibi contenenti OGM o prodotti da OGM. Nel corso degli ultimi anni, i metodi basati sul 
DNA o sulle proteine sono stati sviluppati e applicati soprattutto per il rilevamento della soia 
transgenica e del mais transgenico e dei loro derivati.  
Per l’analisi delle proteine, sono stati sviluppati specifici anticorpi monoclonali e policlonali per il 
rilevamento immunochimico, l’analisi Western blot e la tecnica ELISA. Le analisi 
immunocromatografiche, Reveal CP4 e Reveal Cry9C rilevano la  5-enol-piruvil-sichimmato-3-fosfato 
sintetasi (EPSPS), derivato dal ceppo Agrobacterium sp. CP4 che conferisce resistenza all’erbicida 
glifosate alla soia e al mais , la proteina Cry Bacillus thuringiensis che protegge dagli insetti le piante, i 
semi e la granella di mais. Entrambi i kit, commercializzati da Neogen (http://www.neogen.com), 
rilevano la presenza di OGM in 5-20 minuti ad un prezzo basso ed hanno una sensibilità elevata 
(<0.125% della frazione di OGM); entrambi sono test affidabili per il controllo della distribuzione dei 
prodotti derivanti dalle biotecnologie (Ahmed 2002; Auer 2003; Brett et al. 1999; Rogan et al. 1999; 
Stave 1999; van Duijn et al. 1999, 2002). 
Si possono usare i metodi basati sulla PCR per il rilevamento di OGM grazie all’amplificazione di 
elementi genetici presenti nei più comuni OGM in Europa. I limiti del rilevamento sono compresi tra 
20 pg e 10 ng di DNA, che corrisponde a 0.0001–1% della massa di OGM (Ahmed 2002; Auer 2003; 
ILSI 1998, 2001; Meyer 1999; van Duijn et al. 1999, 2002). 
La PCR quantitativa-competitiva (QC-PCR) si fonda sull’amplificazione parallela del transgene e del 
gene endogeno corrispondente che controlla sia l’assenza di inibizione sia l’amplificabilità del DNA 
bersaglio del campione. La quantificazione è possibile paragonando le concentrazioni del prodotto 
PCR derivanti dalle amplificazioni con proporzioni variabili del DNA bersaglio/DNA standard.  
Questo approccio venne testato con successo in studi effettuati da 12 laboratori europei e permise il 
rilevamento dello 0.1% di DNA da OGM (Hübner et al. 1999; Lüthy 1999). Un metodo ibrido che 
prevede l’uso di PCR quantitativa accoppiata alla tecnologia del DNA array riuscì a testare numerosi 
alimenti a livelli di 0.1% di GM (Rudi et al. 2003). Le tecnologie PCR in tempo reale sono molto 
sensibili e adatte per una quantificazione precisa del DNA a dosi basse, misurando la produzione 
degli ampliconi durante la fase log-lineare dell’amplificazione PCR (Ronning et al. 2003; Vaitilingom et 
al. 1999). La quantificazione dei prodotti PCR tramite le prove di immunoadsorbenza legate agli 
enzimi (PCR-ELISA) è stata descritta di recente come molto sensibile e poco costosa in alternativa 
alla PCR in tempo reale  (Liu et al. 2004; Petit et al. 2003).  
Mentre gli alimenti grezzi sono facilmente identificabili come OGM, l’identificazione risulta più difficile 
quando un alimento viene lavorato: il DNA può essere degradato e possono essere presenti sostanze 
che interferiscono con la reazione PCR. Divenne essenziale una valutazione delle procedure fatta da 
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diversi laboratori e si determinarono degli standard internazionali (DIN, ISO, EN) riguardanti il 
campionamento (DIN 2003), l’estrazione del DNA (DIN 2002b), il rilevamento del DNA da OGM (DIN 
2002a) e delle proteine da OGM (DIN 2002c). 
L’evoluzione tecnologica degli OGM, le modifiche dei regolamenti dei vari Paesi e l’adozione di linee 
guida sulla valutazione del rischio continueranno a guidare lo sviluppo di tecniche analitiche da 
applicare agli OGM. Nuovi metodi di caratterizzazione basati sulla trascrittomica, proteomica e 
metabolomica sono stati indicati come i metodi più adeguati per lo studio degli effetti secondari 
(Kuiper e Kleter 2003) e l’analisi del proteoma dimostrò una sostanziale equivalenza tra un pomodoro 
geneticamente modificato virus-resistente e gli ibridi non modificati (Corpillo et al. 2004). 
 
L’atteggiamento del consumatore 
Nel 1988, la Gist-Brocade ottenne un ceppo in cui i geni che codificavano la permeasi del maltosio e 
la maltasi erano sostituiti con un set più efficiente di geni derivanti da un altro ceppo. Dato che non era 
presente alcun DNA non-Saccharomyces , le autorità inglesi diedero l’autorizzazione nel 1989. Alcuni 
anni dopo, un ceppo ricombinante di birra, ottenuto nel 1993 dalla Brewing Research International, 
venne anch’esso approvato. Questo ceppo di S. cerevisiae  conteneva un gene dell’amilasi derivante 
da Saccharomyces diastaticus insieme ad un gene per la resistenza al rame. Poiché l’industria non ha 
voluto affrontare una possibile reazione negativa dei consumatori, nessun ceppo è stato prodotto 
industrialmente (Moseley 1999). Per le stesse ragioni, negli ultimi anni nessun ceppo enologico 
geneticamente modificato è stato usato industrialmente , sebbene siano stati sviluppati numerosi 
ceppi, come viene mostrato nella tabella 2, in seguito alla crescente richiesta di innovazione e 
diversità da parte dell’industria delle bevande fermentate.  
L’indagine Eurobarometer, iniziata nei primi anni 90,  è una delle più importanti indagini sull’opinione 
pubblica (in termini del numero di persone intervistate) che controlla i cambiamenti dell’atteggiamento 
dei consumatori nei confronti della biotecnologia in diversi Paesi europei. L’ultima indagine del 2001 
(Anonymous 2001) su 16,000 persone europee ha evidenziato un’attitudine positiva nei riguardi della 
scienza e tecnologia, mentre il progresso scientifico non è considerato la panacea universale per tutti i 
problemi. La quasi totalità degli intervistati (95%) rispose che il proprio atteggiamento negativo nei 
confronti del consumo di alimenti geneticamente modificati era dovuto alla impossibilità di scelta di 
prodotti alternativi e secondo il 60% degli intervistati gli OGM sono potenzialmente dannosi per 
l’ambiente. Considerando che molti concetti scientifici non sono conosciuti dal pubblico, la 
consapevolezza del rischio da parte del consumatore è molto diversa da quella degli esperti, che 
rendendo il dibattito sulle tecnologie transgeniche complesso, accresce la sfiducia sulla biotecnologia 
e sugli OGM. I timori dei critici riguardano i cambiamenti delle qualità nutrizionali degli alimenti, la 
tossicità potenziale, la resistenza agli antibiotici, la potenziale allergenicità e cancerogenità del 
consumo di OGM, l’inquinamento ambientale, il trasferimento involontario di geni, la possibile 
creazione di nuovi virus e tossine, preoccupazioni religiose, culturali e etiche, ma anche la paura di ciò 
che non si conosce (Uzogara 2000). 
Come si vede in Fig. 1, le preoccupazioni dei consumatori riguardanti le modificazioni genetiche 
dipendevano da molti fattori. Per quanto riguarda gli OGM , i benefici erano percepiti come marginali o 
astratti, come capitò per la birra , i pomodori, le fragole e il salmone. Qualsiasi modifica che 
riguardava gli animali o l’uomo comportava grandi preoccupazioni etiche, mentre le applicazioni 
mediche nel campo farmaceutico o nel campo delle malattie ereditarie erano ritenute le più importanti 
(Frewer 2003; Frewer et al. 1997). 
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Fig. 1 L’opinione pubblica sul rapporto rischi/benefici dei cibi geneticamente modificati (tratto da 
Frewer 2003) 
 
In conclusione, la recente disponibilità di regolamenti che definiscono i requisiti per la costruzione e la 
valutazione della sicurezza degli organismi geneticamente modificati, ma anche l’etichettatura dei 
prodotti derivanti da OGM rappresenta un passo decisivo per una scelta consapevole e informata del 
consumatore e il futuro prossimo darà un’indicazione della validità o meno di questa strategia per 
cambiare l’atteggiamento negativo del consumatore nei riguardi degli OGM. La costruzione di 
organismi geneticamente modificati dovrebbe essere ottenuta con strategie basate sul self-cloning. In 
questo contesto, ceppi specifici in ambienti di vinificazione, con caratteristiche enologiche positive, 
potrebbero fungere da riserva di geni naturali per la costruzione di ceppi, dando una nuova 
dimensione all’esplorazione della diversità dei ceppi. 
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